Introduction
============

Respiratory syncytial virus (RSV) is the major cause of acute lower respiratory tract infections in children younger than 2 years of age. It has a global distribution and a seasonal behavior. It is estimated that, worldwide, 33.8 million new episodes of acute lower respiratory tract infections by RSV occur annually in children under 5 years of age. Among these, about 3.4 million require hospitalization and 66 to 199 thousand children evolve to death, 99% occurring in developing countries^(^ [@B01] ^)^.

In general, primary RSV infection evolves as a common cold. However, approximately 25% of children under 2 years may present, in its first episode, infection of the lower airways, severe respiratory failure, need for ventilatory support, and, occasionally, death^(^ [@B02] ^)^.

Preterm children with chronic pulmonary disease, immunocompromised children, and children with heart diseases (particularly cyanotic) present greater risk of severe respiratory disease by RSV^(^ [@B03] ^-^ [@B06] ^)^. Some environmental factors are also associated with higher incidence of RSV infections, such as exposure to smoke, attendance at day care centers, or household contact with other children^(^ [@B04] ^,^ [@B05] ^)^.

In tropical and subtropical countries, the occurrence of RSV infections is greater in fall and winter, with significant regional variations^(^ [@B07] ^)^. Epidemiological studies on RSV in the Southeast region of Brazil showed that the infection by RSV starts in April, with peaks in May and June^(^ [@B02] ^,^ [@B08] ^)^. More recent studies conducted in the municipality of São Paulo showed that the RSV season occurs from March to July, and it may start earlier or last up until August^(^ [@B09] ^,^ [@B10] ^)^.

There is no specific treatment for RSV infection^(^ [@B07] ^,^ [@B11] ^)^, and prophylaxis with a specific anti-RSV monoclonal antibody (palivizumab) is widely recommended for high-risk cases^(^ [@B04] ^-^ [@B06] ^)^. Its use demonstrated a reduction in the rates of hospitalization by RSV infection (55%), hospitalization in ICUs (57%), length of hospital stay (42%), and the number of days with need of oxygen by 40%^(^ [@B04] ^,^ [@B05] ^,^ [@B12] ^,^ [@B13] ^)^.

Palivizumab is, however, a high cost medication. In Brazil, until 2007, many children received this medication after judicial demands, not always based in technical criteria^(^ [@B14] ^)^. The resolution SS n. 249, from July 13, 2007, from the Health Secretariat of the State of São Paulo^(^ [@B15] ^)^, made palivizumab freely available for SUS (Brazilian public Unified Health System) patients who were classified as \"highly recommended\" by the Brazilian Pediatrics Society^(^ [@B05] ^)^. Some centers were indicated by the State Secretariat as a place for the application of the palivizumab and the Reference Center for Special Immunobiologicals (*Centro de Referência para Imunobiológicos Especiais* - Crie) from Universidade Federal de São Paulo (Unifesp) was the first center designed for the municipality of São Paulo.

In this context, the objectives of the present study were to describe the etiology of acute viral respiratory infection in children on prophylaxis with palivizumab and to analyze the rates of hospitalizations and deaths in this group of children.

Method
======

This was a prospective study with infants who received palivizumab at the Crie-Unifesp in 2008. The project was approved by the Research Ethics Committee of the institution under n. 0342-08, and the signature of the informed consent by parents/guardians was required.

The study included infants with indication of palivizumab according to the normative resolution SS n. 249, from July 13, 2007^(^ [@B15] ^)^, that is, children younger than 1 year of age, born with gestational age lower than 29 weeks, after hospital discharge, and children younger than 2 years, with hemodynamically unstable cardiopathy or chronic pulmonary disease, who needed treatment in the 6 months prior to the period of the RSV season.

Prophylaxis started in April 2008, including infants who received the first dose of palivizumab until the last month of June, in the dosage of 15mg/kg, via intramuscular (IM), in the vastus lateralis muscle of the thigh, with an interval of 30 days and maximum of five doses. The scheduling was performed grouping patients twice a week to share the flask of the immunobiological.

Data on the clinical records of the mother and the child and the reason for indication of the anti-RSV prophylaxis were collected on the day of the first dose of palivizumab by means of a questionnaire applied to the parents, besides the analysis of a medical form that indicated the administration of the monoclonal antibody.

Patients were followed with monthly visits during all the season (April to September), and the parents were instructed to communicate the researcher in case the child presented acute respiratory tract infection during this period (passive vigilance). Furthermore, each patient was contacted by phone once a week to search for respiratory intercurrences and hospitalizations (active vigilance) during the entire study period.

The acute respiratory tract infection was defined according to the World Health Organization^(^ [@B16] ^)^ as the presence or not of fever, associated to running nose or congestion, sore throat, cough, sibilance, tachypnea or respiratory difficulty.

In the presence of acute respiratory symptoms, a nasopharyngeal aspirate (NPA) was collected until the fourth day after the start of symptoms for the investigation of the following respiratory viruses: influenza A and B, parainfluenza 1, 2, and 3, adenovirus, RSV, rhinovirus, and metapneumovirus. For these patients, a second questionnaire was applied with clinical data on the current respiratory event.

The RSV hospitalization rate was calculated using the rate of hospitalization for respiratory distress, multiplied by the number of children testing positive for RSV, divided by the number of children hospitalized for respiratory infection who underwent collection^(^ [@B13] ^)^.

The collection of the nasopharyngeal aspirate was conducted with probe n. 6 or 8, inserted in the nasopharynx after washing with saline solution at 0.9%. The aspirate was placed in a sterile flask with 5mL of saline solution at 0.9%. The sample was kept under refrigeration at 2-8°C and brought to the Laboratory of Virology of the institution in 2 hours maximum.

The samples were fractionated, and an aliquot was centrifuged to perform the direct immunofluorescence and the other, was frozen at -80°C, for molecular testing. We performed direct immunofluorescence for influenza A and B, parainfluenza 1, 2 and 3, adenovirus, and RSV, according to the Light Diagnostics^(r)^ Respiratory Screen Kit - Respiratory Panel 1 DFA (Chemicon International, Inc.). All samples underwent polymerase chain reaction preceded by reverse transcriptase for rhinovirus and human metapneumovirus^(^ [@B17] ^-^ [@B19] ^)^.

Numerical variables with normal distribution were compared by Student\'s *t* test and those with abnormal distribution, by the Mann-Whitney test. Categorical variables were compared by chi-square or Fisher\'s exact test. Statistical analysis were performed with the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), version 17, and significance was established at *p*\<0.05.

Results
=======

In 2008, 210 infants underwent prophylaxis with palivizumab at Crie-Unifesp. Among these, nine were excluded for not meeting the inclusion criteria, one for not having a telephone contact and two because they were transferred to another service before the end of the prophylaxis period. Thus, a total of 198 infants were included in the study.

The children assessed presented mean gestational age of 30.2±5.1 weeks (range of 23.0-41.2), birth weight of 1,482±900g (range of 450-4,165), median duration of mechanical ventilation of 12 days (range of 0-163; Q1 \[1st quartile\]-Q3 \[3rd quartile\]: 2-40 days) and remained at the neonatal unit for 76±60 days (range of 2-638; Q1-Q3: 48-100 days). The mean age range of infants at the moment of inclusion in the study was of 8.4±4.9 months, being 52% male.

Among included children, 142 (71.7%) were born in a private hospital and 56 (28.3%), in a public hospital. The median household budget was of R\$ 2,500.00 (range of R\$ 300.00-20,000.00; Q1-Q3: R\$ 1,050.00-5,000.00) with the following social classification, according to the Brazilian Population Studies Association (ABEP - criterion Brazil 2008): class A1 - 5 (2.5%) families; A2 - 34 (17.2 %); B1 - 38 (19.2%); B2 - 57 (28.8%); C1 - 27 (13.6%); C2 - 29 (14.7%) and D - 8 (4.0%) families.

The median number of adults in the household was equal to 2 (range of 0-7), of adolescents, 0 (range of 0-2), and of children, 1 (range of 1-4). The number of households with smokers was of 57 (28.8%), with 22 (11.1%) smoking mothers.

Based of the criteria of indication for palivizumab, 29 (14.6%) children presented gestational age \<29 weeks without bronchopulmonary dysplasia; 53 (26.8%) were hemodynamically unstable neonates with congenital heart disease, 116 (58.6%) presented bronchopulmonary dysplasia, and 91 (78.4%) preterm infants with dysplasia presented gestational age \<29 weeks.

Each child received a median four doses of palivizumab (variation of 1-5; Q1-Q3: 3-4 doses), totaling 754 doses, using 749.1mL of the immunobiological. Among the 198 children followed, 45 (22.7%) received five doses of palivizumab, 75 (37.9%) four doses, 75 (37.9%) three doses, 1 (0.5%) received two doses and 2 (1.0%) received one dose. The interval between the doses was less than 35 days in 96.9% of cases from the first to the second dose, in 93.3% of cases from the second to the third dose, in 78.3% of cases from third to fourth dose, and in 60.0% of cases from fourth to fifth dose.

In relation to clinical events, 117 (59.1%) children had at least one episode of respiratory infection, totaling 175 episodes with a median of 1.0 (range of 0-4; Q1-Q3: 1-2 episodes/patients) and mean of 1.5 episodes/patient. Among respiratory infections, 104 (59.4%) were of the upper respiratory tract and 71 (40.6%), of the lower respiratory tract ([Figure 1](#f01){ref-type="fig"}).

Figure 1Incidence of upper respiratory tract infection and lower respiratory tract infection in infants who were on palivizumab prophylaxis, from April to September 2008

Among the children studied, 48 (24.2%) required hospitalization, being 30 (15.2%) due to non-respiratory etiology and 18 (9.1%) for respiratory problems. Of the 18 admissions for respiratory causes, nine (50%) were due to pneumonia and nine (50%) for bronchiolitis, and, of these, three progressed to pneumonia. The median length of hospitalization for these diseases was 9 days (range of 3-28; Q1-Q3: 4-12 days).

NPAs were collected in 13 (72.2%) of the 18 hospitalized cases, of which 11 were negative (six cases of bronchiolitis and five cases of pneumonia), in one case RSV was detected (bronchiolitis) and, in another, parainfluenza 2 and rhinovirus (bronchiolitis) were identified. The RSV hospitalization rate was of 0.7% (18/198 *versus* 1/13), according to calculation described above.

The comparison between children with and without bronchiolitis showed no statistical difference regarding sex, birth weight, gestational age, length of stay in the nursery, days of mechanical ventilation, attendance at daycare centers, and presence of smokers in the household. However, children with bronchiolitis had lower rates of breastfeeding (*p*=0.021) and more hospitalizations (*p*\<0.001) ([Table 1](#t01){ref-type="table"}).

Table 1Demographic and clinical characteristics of the subjects, according to the presence of a diagnosis of bronchiolitis

At follow-up, there were two (1%) deaths, one in the postoperative period of cardiac surgery (hypoplastic left ventricle) and the other after hospitalization for pneumonia in a child with congenital heart disease who progressed to septic shock. In this patient, nasopharyngeal secretion was negative for the viruses surveyed.

Of the 175 episodes of respiratory infection, 76 (43.4%) NPAs were collected, being 37 (48.7%) negative; in two patients, the collected material was insufficient and, in 37 (48.7%), at least one virus was detected. The viruses identified are shown in [Figure 2](#f02){ref-type="fig"}. Among the seven cases in which RSV was detected, two occurred in April, three in May, and two in July.

Figure 2Distribution in percentage of viruses found in nasopharyngeal aspirates in hospitalized and non-hospitalized infants with signs of airway infection

Discussion
==========

This is the first Brazilian study that assessed respiratory infections and involved viruses in children who received RSV prophylaxis with palivizumab.

Of the 198 children followed during the study period, about 60% had at least one episode of respiratory infection, with a prevalence of acute infections of the upper respiratory tract, being the common cold the most frequent one. Bronchiolitis was the most frequent lower respiratory tract infection. Regarding the NPA samples collected in the presence of respiratory infection, in half of the cases some sort of virus was detected, being the rhinovirus the most frequent, followed by the RSV. In the cases where rhinovirus was identified, about 1/3 presented acute lower respiratory tract infections with wheezing episode, confirming the literature data^(^ [@B20] ^)^ that show the rhinovirus as an important cause of wheezing in children under 2 years old. Of the seven children with RSV, six (85.7%) had bronchiolitis and one, a common cold. No case of influenza was detected. Children over 6 months and their parents received the influenza vaccine in the season evaluated.

Among children hospitalized for respiratory infection, we observed a low rate of hospitalization for rhinovirus, and only one case of bronchiolitis with rhinovirus coinfection and parainfluenza 2, unlike what was reported by Piotrowska et al, who found a hospitalization rate of 55% among cases where rhinovirus was detected^(^ [@B21] ^)^.

Studies on the incidence of RSV include children with a wide variability in age, region, community, or hospital population. This fact, coupled with the lack of Brazilian studies with cohorts of children at high risk for use of palivizumab, hinders the comparison with the data found in this investigation.

In this study, the rate of hospitalization for respiratory disease in children who received palivizumab was 9.1% and the rate of hospitalization for RSV was of 0.7%. These data show low rates of RSV hospitalization in the cohort who received palivizumab, compared with studies in children at high risk for severe RSV infection without prophylaxis. A classic multicenter study with preterm infants at high risk observed a rate of hospitalization for RSV of 10.6% in the group without prophylaxis, with a 55% reduction in these rates on the group with prophylaxis^(^ [@B12] ^)^. In another study with children under 2 years with congenital heart disease with hemodynamic consequences and not receiving prophylaxis, the rate of hospitalization for RSV was of 9.7%^(^ [@B03] ^)^. When analyzing studies of high-risk children who received palivizumab, our findings are comparable. Boivin et al^(^ [@B22] ^)^ found hospitalization rates of 12.9% for acute respiratory tract infections and 0.9% for RSV in a group of children on prophylaxis with palivizumab. Paes et al^(^ [@B23] ^)^, who analyzed children on palivizumab from 2005 to 2012 in Canada, observed a rate of hospitalization for acute respiratory tract infections of 6.6% and, for RSV, of 1.5%.

In this study, the cases of infection by RSV occurred between April and July. Epidemiologic data show that, in São Paulo, when the prophylaxis was initiated in April, the RSV was already in circulation, what suggests that the prophylaxis should be initiated earlier. Also, studies with children hospitalized in the municipality of São Paulo showed increased frequency of RSV infections from March to July^(^ [@B09] ^,^ [@B10] ^)^. Among the 198 children followed, 98.5% received three or more doses of palivizumab, with an adequate interval between the doses until the third dose. However, there was a delay, on average, of 6.6 days (range of 1-15) in the interval between the fourth and fifth doses, due to delay in the supply of palivizumab by the Heath Department of the state of São Paulo in August. Children who were discharged form the neonatal unit after the beginning of the season received a lower number of doses, as well as those who were hospitalized during the period of prophylaxis, once palivizumab was available only for children who were not hospitalized. Thus, if prophylaxis with palivizumab were initiated at the correct season also for preterm infants hospitalized in the neonatal unit, as recommended by the Brazilian Society of Pediatrics^(^ [@B24] ^)^, children could have received a greater number of doses.

The optimization strategy of the administration of palivizumab with grouped scheduling led to an economy of 28.2%, with the use of 749.1mL of palivizumab, in comparison to 1,044mL that would have been used in case of individual scheduling^(^ [@B25] ^)^.

Despite having included many children, it was observed that most came from private services, probably due to increased access to information of these families and of the private services, showing the need to improve the dissemination of the program in all health services. This was the first year of RSV prophylaxis in the state of São Paulo and, according to data of the Immunization Division of the Health Department of the State of São Paulo, in 2010, the absolute number of patients enrolled in the program nearly doubled, with an equitable origin between public and private services^(^ [@B26] ^)^.

In May 2013, a new decree from the Health Ministry approved the protocol for the use of palivizumab in the entire national territory, respecting the seasonal differences of each region. Targeted children were preterm infants with less than 1 year old, born with gestational age lower or equal to 28 weeks, besides children with up to 2 years old with chronic pulmonary disease or congenital heart disease with proved hemodynamic repercussion. They also included hospitalized children, administering palivizumab, in these cases, in the hospital environment^(^ [@B27] ^)^.

The lack of a control group was a limitation of this study; however, it would be unethical to include a group of children of the same age range, with similar characteristics, without providing the monoclonal antibody. It was also not possible to collect NPA from all cases of respiratory infections, especially in cases of acute infections of the upper respiratory tract. There was a limitation in performing laboratory tests on weekends, hampering collection, especially in cases of short-duration respiratory infections or because of family travel.

Therefore, in seasons of high circulation of RSV, the palivizumab prophylaxis program in high-risk children showed low frequency of RSV infections, with a low rate of hospitalization and no deaths by this agent, what suggests the advantage of the palivizumab prophylaxis. In children treated with palivizumab, the main isolated virus in acute respiratory tract infections was the rhinovirus, with high rates of wheezing and low hospitalization rates, followed by RSV.

We are thankful to Abbott Laboratories, for the assistance in laboratory testing; to Crie-Unifesp, especially to the nursing staff, for the dedication; and to patients and their parents for the participation in the study.
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OBJETIVO:
=========

Identificar os vírus envolvidos nos quadros de infecções agudas de trato respiratório e analisar as taxas de internação e de óbito em crianças submetidas à profilaxia com palivizumabe.

MÉTODOS:
========

Coorte prospectiva com 198 crianças menores de um ano nascidas antes de 29 semanas de idade gestacional e crianças menores de dois anos com cardiopatia hemodinamicamente instável ou doença pulmonar crônica que receberam palivizumabe para profilaxia contra infecções graves pelo vírus sincicial respiratório, em 2008. No período do estudo, em cada episódio de infecção aguda do trato respiratório, coletou-se aspirado de nasofaringe para identificar vírus sincicial respiratório, adenovírus, parainfluenza 1, 2 e 3, influenza A e B por imunofluorescência direta, rinovírus e metapneumovírus por reação em cadeia de polimerase precedida de transcriptase reversa. Monitoraram-se internações e óbitos nesse grupo.

RESULTADOS:
===========

Das 198 crianças acompanhadas, 117 (59,1%) apresentaram infecções agudas de trato respiratório, totalizando 175 episódios. De 76 aspirados de nasofaringe coletados na vigência de infecções do trato respiratório, 37 foram positivos, encontrando-se: rinovírus (75,7%), vírus sincicial respiratório (18,9%), parainfluenza (8,1%), adenovírus (2,7%), metapneumovírus (2,7%) e múltiplos agentes em três amostras. Das 198 crianças, 48 (24,4%) foram internadas, sendo 30 (15,2%) por etiologia não respiratória e 18 (9,1%) por problemas respiratórios; entre os 18 casos, um foi por vírus sincicial respiratório. Duas crianças evoluíram para óbito, não tendo sido identificado o vírus sincicial respiratório.

CONCLUSÕES:
===========

Na vigência de profilaxia, observou-se frequência baixa de infecções pelo vírus sincicial respiratório e baixo índice de hospitalizações, sugerindo benefício da profilaxia com palivizumabe.

vírus sinciciais respiratórios

anticorpos monoclonais

infecções respiratórias/prevenção & controle

lactente

Introdução
==========

O vírus sincicial respiratório (VSR) é o principal agente de infecções agudas do trato respiratório inferior em crianças com menos de dois anos. Tem distribuição global e comportamento sazonal. Estima-se que, no mundo, 33,8 milhões de novos episódios de infecções agudas do trato respiratório inferior por VSR ocorram anualmente em menores de cinco anos. Destes, cerca de 3,4 milhões necessitam de internação hospitalar e 66 mil a 199 mil crianças evoluem para óbito, das quais 99% em países em desenvolvimento^(^ [@B01] ^)^.

Em geral, a infecção primária pelo VSR evolui como resfriado comum. Entretanto, aproximadamente 25% das crianças menores de dois anos podem apresentar, em seu primeiro episódio, infecção de vias aéreas inferiores, insuficiência respiratória grave, necessidade de assistência ventilatória e, ocasionalmente, óbito^(^ [@B02] ^)^.

Crianças prematuras com doença pulmonar crônica, imunodeprimidas e portadoras de cardiopatias (principalmente as cianóticas) apresentam maior risco de doença respiratória grave por VSR^(^ [@B03] ^-^ [@B06] ^)^. Alguns fatores ambientais também se associam à maior ocorrência de infecções pelo VSR, tais como exposição ao fumo, frequência às creches ou contato domiciliar com outras crianças^(^ [@B04] ^,^ [@B05] ^)^.

Em países tropicais e subtropicais, a ocorrência de infecções por VSR é maior no outono e no inverno, com variações regionais significantes^(7)^. Estudos epidemiológicos do VSR na região Sudeste do Brasil mostraram que a infecção por VSR inicia-se em abril, com pico em maio e em junho^(^ [@B02] ^,^ [@B08] ^)^. Estudos mais recentes realizados na cidade de São Paulo mostraram que a estação de VSR ocorre de março a julho, podendo iniciar mais precocemente ou estender-se até agosto^(^ [@B09] ^,^ [@B10] ^)^.

Não há tratamento específico para infecções por VSR^(^ [@B07] ^,^ [@B11] ^)^, sendo amplamente recomendada a profilaxia com anticorpo monoclonal específico contra o VSR (palivizumabe) para casos de alto risco^(^ [@B04] ^-^ [@B06] ^)^. Seu uso mostrou redução nas taxas de internação hospitalar por infecção por VSR (55%), de internações em UTI (57%), do tempo de internação (42%) e do número de dias com necessidade de oxigênio (40%)^(^ [@B04] ^,^ [@B05] ^,^ [@B12] ^,^ [@B13] ^)^.

O palivizumabe é, no entanto, uma medicação de custo elevado. No Brasil, até 2007, muitas crianças receberam essa medicação após recursos judiciais, nem sempre com base em critérios técnicos^(^ [@B14] ^)^. A resolução normativa SS nº 249, de 13 de julho de 2007, da Secretaria de Saúde do Estado de São Paulo^(^ [@B15] ^)^, disponibilizou gratuitamente, no Sistema Único de Saúde, o palivizumabe para pacientes classificados como \"altamente recomendados\" pela Sociedade Brasileira de Pediatria^(^ [@B05] ^)^. Alguns centros foram indicados pela Secretaria do Estado como local para aplicação do palivizumabe e o Centro de Referência para Imunobiológicos Especiais (Crie) da Universidade Federal de São Paulo (Unifesp) foi o primeiro designado para o município de São Paulo.

Nesse contexto, os objetivos do estudo foram descrever a etiologia dos quadros de infecção respiratória aguda viral em crianças submetidas à profilaxia com palivizumabe e analisar as taxas de internações e óbitos nesse grupo de crianças.

Método
======

Estudo prospectivo com lactentes que receberam palivizumabe no Crie-Unifesp em 2008. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da instituição, tendo sido solicitada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos pais/responsáveis.

Incluíram-se no estudo os lactentes com indicação de palivizumabe segundo a resolução normativa SS nº 249, de 13 de julho de 2007^(^ [@B15] ^)^, ou seja, crianças menores de um ano, nascidas com idade gestacional inferior a 29 semanas, após alta hospitalar, e crianças menores de dois anos portadoras de cardiopatia congênita com repercussão hemodinâmica ou com doença pulmonar crônica, que necessitaram de tratamento nos seis meses anteriores ao período de sazonalidade do VSR.

A profilaxia iniciou-se em abril de 2008, incluindo-se os lactentes que receberam a primeira dose de palivizumabe até o último dia do mês de junho, na dose de 15mg/kg, via intramuscular (IM), no músculo vasto lateral da coxa, com intervalo de 30 dias e máximo de cinco doses. O agendamento foi realizado agrupando-se os pacientes duas vezes por semana para compartilhar o frasco do imunobiológico.

Os dados sobre a história clínica da mãe e da criança e o motivo da indicação da profilaxia contra VSR foram coletados no dia da primeira dose do palivizumabe por meio de um questionário aplicado aos pais, além da análise do formulário médico que indicava a administração do anticorpo monoclonal.

Os pacientes foram acompanhados com consultas mensais durante todo o período de sazonalidade (abril a setembro) e os pais, orientados a comunicar a pesquisadora caso a criança apresentasse infecção aguda do trato respiratório nesse período (vigilância passiva). Além disso, uma vez por semana, cada paciente foi contatado por telefone para se buscarem intercorrências respiratórias e hospitalizações (vigilância ativa) durante todo período do estudo.

A infecção aguda do trato respiratório foi definida de acordo com a Organização Mundial da Saúde^(^ [@B16] ^)^ como presença ou não de febre, associada à coriza ou congestão nasal, dor de garganta, tosse, sibilância, taquipneia ou dificuldade respiratória.

Na vigência de quadro respiratório agudo, coletou-se um aspirado de nasofaringe (NPA) até o quarto dia após o início dos sintomas para pesquisa dos seguintes vírus respiratórios: influenza A e B, parainfluenza 1, 2 e 3, adenovírus, VSR, rinovírus e metapneumovírus. Para tais pacientes, aplicou-se um segundo questionário com dados clínicos sobre o evento respiratório atual.

A taxa de internação pelo VSR foi calculada pela taxa de internação por doença respiratória, multiplicado pelo número de crianças internadas com teste positivo para VSR, dividido pelo número de crianças internadas por infecção respiratória e que realizaram a coleta^(^ [@B13] ^)^.

O aspirado de nasofaringe foi coletado com sonda nº 6 ou 8, introduzida na nasofaringe, após lavagem com soro fisiológico 0,9%. O aspirado foi colocado em frasco estéril com 5mL de soro fisiológico 0,9%. A amostra foi conservada sob refrigeração a 2-8°C e levada ao Laboratório de Virologia da instituição em, no máximo, duas horas.

As amostras foram fracionadas, sendo uma alíquota centrifugada para realizar a imunofluorescência direta e a outra, congelada a -80°C, para teste molecular. Realizou-se a imunofluorescência direta para pesquisa de vírus influenza A e B, parainfluenza 1, 2 e 3, adenovírus e VSR, conforme o *Light Diagnostics^(r)^* *Respiratory Screen Kit - Respiratory Panel 1 DFA* (Chemicon International, Inc.). Todas as amostras foram submetidas à reação em cadeia de polimerase precedida por transcriptase reversa para rinovírus e metapneumovírus humano^(^ [@B17] ^-^ [@B19] ^)^.

As variáveis numéricas com distribuição normal foram comparadas pelo teste *t* de Student e aquelas com distribuição não normal, pelo teste de Mann-Whitney. As variáveis categóricas foram comparadas pelo teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher. As análises estatísticas foram realizadas com o programa *Statistical Package for the Social Sciences* (SPSS), versão 17, sendo significante *p*\<0,05.

Resultados
==========

Em 2008, 210 lactentes foram submetidos à profilaxia com palivizumabe no Crie-Unifesp. Destes, nove foram excluídos por não preencherem os critérios de inclusão, um por não ter contato telefônico e dois porque foram transferidos para outro serviço antes do final do período de profilaxia. Desta forma, incluíram-se no estudo 198 lactentes.

As crianças avaliadas apresentaram média de idade gestacional de 30,2±5,1 semanas (variação de 23,0-41,2), peso ao nascer de 1482±900g (variação de 450-4165), mediana do tempo de ventilação mecânica de 12 dias (variação de 0-163; Q1 \[1º quartil\]-Q3 \[3º quartil\]: 2-40 dias) e ficaram internadas na unidade neonatal por 76±60 dias (variação de 2-638; Q1-Q3: 48-100 dias). A média de idade dos lactentes no momento da inclusão no estudo foi de 8,4±4,9 meses, sendo 52% do sexo masculino.

Das crianças incluídas, 142 (71,7%) nasceram em hospital privado e 56 (28,3%), em hospital público. A mediana da renda familiar foi de R\$ 2.500,00 (variação de R\$ 300,00-20.000,00; Q1-Q3: R\$ 1.050,00-5.000,00) com a seguinte classificação social, segundo a Associação Brasileira de Estudos Populacionais (ABEP - critério Brasil 2008): classe A1 - 5 (2,5%) famílias; A2 - 34 (17,2 %); B1 - 38 (19,2%); B2 - 57 (28,8%); C1 - 27 (13,6%); C2 - 29 (14,7%) e D - 8 (4,0%) famílias.

A mediana do número de adultos no domicílio foi igual a 2 (variação de 0-7), de adolescentes foi de 0 (variação de 0-2) e de crianças, de 1 (variação de 1-4). O número de domicílios com fumantes foi de 57 (28,8%), sendo 22 (11,1%) mães fumantes.

Com base nos critérios de indicação do palivizumabe, 29 (14,6%) crianças apresentavam idade gestacional \<29 semanas sem displasia broncopulmonar; 53 (26,8%) eram portadoras de cardiopatia congênita hemodinamicamente instável, 116 (58,6%) apresentavam displasia broncopulmonar, sendo que 91 (78,4%) prematuros com displasia apresentavam idade gestacional \<29 semanas.

Cada criança recebeu em mediana quatro doses de palivizumabe (variação de 1-5; Q1-Q3: 3-4 doses), totalizando 754 doses, com uso de 749,1mL do imunobiológico. Das 198 crianças acompanhadas, 45 (22,7%) receberam cinco doses de palivizumabe, 75 (37,9%) quatro doses, 75 (37,9%) três doses, 1 (0,5%) recebeu duas doses e 2 (1,0%) receberam uma dose. O intervalo entre as doses foi inferior a 35 dias em 96,9% dos casos da primeira para segunda dose, em 93,3% dos casos da segunda para a terceira dose, em 78,3% dos casos da terceira para quarta dose e em 60,0% dos casos da quarta para quinta dose.

Em relação às intercorrências clínicas, 117 (59,1%) crianças tiveram pelo menos um episódio de infecção respiratória, perfazendo 175 episódios com mediana de 1,0 (variação de 0-4; Q1-Q3: 1-2 episódios/pacientes) e média de 1,5 episódios/paciente. Das infecções respiratórias, 104 (59,4%) foram infecção do trato respiratório superior e 71 (40,6%), do trato respiratório inferior ([Figura 1](#f03){ref-type="fig"}).

Figura 1Incidência de infecção de trato respiratório superior e infecção de trato respiratório inferior em lactentes que receberam palivizumabe profilático, entre abril e setembro de 2008

Entre as crianças avaliadas, 48 (24,2%) necessitaram de internação, sendo 30 (15,2%) devido à etiologia não respiratória e 18 (9,1%) por problemas respiratórios. Das 18 internações por causa respiratória, 9 (50%) foram por pneumonia e 9 (50,0%) por bronquiolite, sendo que, destes, três evoluíram com pneumonia. A mediana do tempo de internação por essas doenças foi de 9 dias (variação de 3-28; Q1-Q3: 4-12 dias).

Foram coletados NPAs em 13 (72,2%) dos 18 casos internados, dos quais 11 foram negativos (seis casos de bronquiolites e cinco pneumonias), em um caso foi detectado VSR (bronquiolite) e, em outro, identificou-se parainfluenza 2 e rinovírus (bronquiolite). A taxa de internação por VSR foi de 0,7% (18/198 *versus* 1/13), conforme cálculo descrito anteriormente.

A comparação entre crianças com e sem bronquiolite não mostrou diferença estatística quanto ao sexo, peso ao nascer, idade gestacional, tempo de internação no período neonatal, dias de ventilação mecânica, frequência a creches e presença de fumantes no domicílio. Entretanto, crianças com bronquiolite tiveram menor taxa de aleitamento materno (*p*=0,021) e mais internações hospitalares (*p*\<0,001) ([Tabela 1](#t02){ref-type="table"}).

Tabela 1Características demográficas e clínicas das crianças avaliadas, segundo a presença de diagnóstico de bronquiolite

No período de acompanhamento, ocorreram dois (1%) óbitos, um no pós-operatório de cirurgia cardíaca (hipoplasia de ventrículo esquerdo) e outro após internação por pneumonia em uma criança portadora de cardiopatia congênita, que evoluiu com choque séptico. Nesse paciente, a secreção de nasofaringe foi negativa para os vírus pesquisados.

Dos 175 episódios de infecção respiratória, coletaram-se 76 (43,4%) NPAs, sendo 37 (48,7%) negativos; em dois pacientes, o material coletado foi insuficiente e, em 37 (48,7%), detectou-se pelo menos um vírus. Os vírus identificados estão apresentados na [Figura 2](#f04){ref-type="fig"}. Dos sete casos em que foram detectados VSR, dois ocorreram em abril, três em maio e dois em julho.

Figura 2Distribuição em porcentagem dos vírus encontrados no aspirado de nasofaringe em lactentes internados e não internados com quadro de infecção de vias aéreas

Discussão
=========

Este é o primeiro estudo brasileiro que avaliou infecções respiratórias e vírus envolvidos em crianças que receberam profilaxia com palivizumabe para VSR.

Das 198 crianças seguidas no período de estudo, cerca de 60% tiveram pelo menos um episódio de infecção respiratória, com predominância de infecções agudas do trato respiratório superior, sendo resfriado comum o mais frequente. A infecção aguda do trato respiratório inferior mais frequente foi a bronquiolite. Das amostras de NPA coletadas na vigência de infecção respiratória, em metade dos casos detectou-se algum tipo de vírus, sendo o rinovírus o mais frequente, seguido pelo VSR. Nos casos em que foram identificados rinovírus, cerca de 1/3 apresentaram infecções agudas do trato respiratório inferior I com crise de subilância, confirmando-se os dados da literatura^(^ [@B20] ^)^ que mostram o rinovírus como importante causa de sibilância em menores de dois anos. Das sete crianças com VSR, seis (85,7%) tiveram quadro de bronquiolite e uma, de resfriado comum. Nenhum caso de influenza foi detectado. As crianças acima de seis meses e seus pais receberam a vacina influenza na estação avaliada.

Entre as crianças internadas por infecção respiratória, observou-se baixa taxa de internação por rinovírus, com apenas um caso de bronquiolite com coinfecção por rinovirus e parainfluenza 2, ao contrário do referido por Piotrowska *et al*, que encontraram taxa de internação de 55% entre os casos em que foram detectados rinovírus^(^ [@B21] ^)^.

Os estudos sobre a incidência de VSR incluem crianças com grande variabilidade de faixa etária, região, população internada ou comunidade. Tal fato, associado à inexistência de estudos brasileiros com coortes de crianças de alto risco em uso de palivizumabe, dificulta a comparação com os dados encontrados nesta investigação.

Neste estudo, a taxa de internação por doença respiratória em crianças que receberam palivizumabe foi de 9,1% e a taxa de internação por VSR foi de 0,7%. Tais dados mostram baixa taxa de internação por VSR na coorte que recebeu palivizumabe, em comparação com estudos com crianças de alto risco para infecção grave pelo VSR sem profilaxia. Estudo clássico multicêntrico com prematuros de alto risco observou taxa de internação por VSR de 10,6% no grupo sem profilaxia, com redução de 55% desses índices no grupo com profilaxia^(^ [@B12] ^)^. Em outro estudo com crianças menores de dois anos portadoras de cardiopatia congênita com repercussão hemodinâmica e que não receberam profilaxia, a taxa de internação por VSR foi de 9,7%^(^ [@B03] ^)^. Ao analisar estudos de crianças de alto risco que receberam palivizumabe, nossos achados são comparáveis. Boivin *et al^(^* [@B22] ^)^ encontraram taxa de internação de 12,9% por infecções agudas de trato respiratório e de 0,9% por VSR em um grupo de crianças submetidas à profilaxia com palivizumabe. Paes *et al^(^* [@B23] ^)^, avaliando crianças em uso de palivizumabe de 2005 a 2012 no Canadá, observaram taxa de internação por infecções agudas de trato respiratório de 6,6% e, por VSR, de 1,5%.

Neste estudo, os casos de infecção por VSR ocorreram entre abril e julho. Dados epidemiológicos mostram que, em São Paulo, quando foi iniciada a profilaxia em abril, o VSR já estava em circulação, o que sugere que a profilaxia deva ser iniciada mais precocemente. Igualmente, estudos realizados com crianças internadas na cidade de São Paulo mostraram aumento na frequência de infecções por VSR de março a julho^(^ [@B09] ^,^ [@B10] ^)^. Das 198 crianças acompanhadas, 98,5% receberam três ou mais doses de palivizumabe, com intervalo adequado entre as doses até a terceira dose. Entretanto, houve atraso, em média, de 6,6 dias (variação de 1-15) no intervalo entre a quarta e a quinta dose, decorrente de atraso no fornecimento do palivizumabe pela Secretaria de Saúde de São Paulo no mês de agosto. As crianças que tiveram alta da unidade neonatal após o início da estação receberam menor número de doses, bem como aquelas que foram internadas durante o período da profilaxia, visto que o palivizumabe estava disponível apenas para crianças não internadas. Assim, se a profilaxia com palivizumabe fosse iniciada na estação apropriada também para prematuros internados na unidade neonatal, conforme recomendação da Sociedade Brasileira de Pediatria^(^ [@B24] ^)^, as crianças poderiam ter recebido maior número de doses.

A estratégia de otimização da administração do palivizumabe com agendamento agrupado levou a uma economia de 28,2%, com uso de 749,1mL do palivizumabe, em comparação a 1.044mL que teriam sido utilizados em caso de agendamento individual^(^ [@B25] ^)^.

Apesar do grande número de crianças, observou-se que a maior parte era proveniente de serviços privados e conveniados, provavelmente pelo maior acesso à informação dessas famílias, mostrando-se a necessidade de melhorar a divulgação do programa em todos os serviços de saúde. Este foi o primeiro ano do programa de profilaxia ao VSR no Estado de São Paulo e, segundo dados da Divisão de Imunizações da Secretaria de Saúde do Estado de São Paulo, em 2010, o número absoluto de pacientes atendidos no programa praticamente duplicou, sendo a procedência equitativa entre serviços públicos e privados^(^ [@B26] ^)^.

Em maio de 2013, uma nova portaria do Ministério da Saúde aprovou o protocolo de uso do palivizumabe para todo o território nacional, respeitando-se as diferenças sazonais de cada região. Foram contemplados prematuros com menos de um ano de idade, nascidos com idade gestacional menor ou igual a 28 semanas, além de crianças até dois anos de idade portadoras de doença pulmonar crônica ou cardiopatia congênita com repercussão hemodinâmica comprovada. Além disso, incluíram-se crianças internadas, administrando-se o palivizumabe, nesses casos, em ambiente hospitalar^(^ [@B27] ^)^.

A falta de um grupo controle foi uma limitação deste estudo; entretanto, não seria ético incluir um grupo de crianças de mesma faixa etária, com características semelhantes às do grupo estudado, e não disponibilizar o anticorpo monoclonal. Também não foi possível coletar NPA de todos os casos de infecções respiratórias, principalmente nos pacientes com infecções agudas de trato respiratório superior. Houve uma limitação laboratorial em se realizar os exames nos finais de semana, o que dificultou a coleta, principalmente dos casos de infecções respiratórias de curta duração ou por motivo de viagens da família.

Deste modo, em estação de alta circulação de VSR, o programa de profilaxia com palivizumabe em crianças de alto risco mostrou baixa frequência de infecções pelo VSR com baixa taxa de hospitalizações e nenhum óbito por esse agente, o que sugere o benefício da profilaxia com palivizumabe. Nas crianças em uso de palivizumabe, o principal vírus isolado nas infecções agudas de trato respiratório foi o rinovírus, com alto índice de sibilância e baixa taxa de internação, seguido pelo VSR.

À Abbott Laboratories, pelo auxílio concedido para a realização dos testes laboratoriais. Ao Crie-Unifesp, sobretudo à equipe de enfermagem, pela dedicação. Aos pacientes e seus pais pela participação no estudo.
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